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次元コラーゲンゲル培養方法を in vitro で簡便に評価する方法を構築し、多数の薬剤を評価した結果、cyclin 依存性 kinase
（CDK）阻害薬である roscovtine が強いコラーゲンゲル収縮抑制作用を示した。Roscovitine には R 体と S 体の 2 つの異
性体が存在するため、両異性体をウサギに点眼した後の眼圧下降作用を検討したところ、いずれも眼圧下降作用を示し
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Abstracts: Glaucoma comprises group of eye diseases that gradually diminish eyesight, often without warning or symptoms. Loss of 
vision results from optic nerve damage, which was once attributed primarily to high intraocular pressure (IOP). Therefore, lowering 
IOP is the first choice for glaucoma therapy. The IOP is regulated by a balance between aqueous inflow and outflow, and is 
modulated by changes in the contractile state of the TM. If aqueous outflow decreases, IOP may gradually increase, resulting in 
hypertensive glaucoma. At present, only a limited number of agents that have the capability of modulating outflow through the 
conventional route are available. Identification of new and improved agents that can improve outflow is therefore important.  
We developed a 3-D collagen gel assay using primary porcine trabecular meshwork (pTM) cells and evaluated the inhibitory effects 
of various agents on the contractility of collagen gel. Roscovitine, a cell cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor, strongly induced 
relaxation of pTM cells. Additionally, we investigated the effects of both the R- and S-isomer on the IOP of rabbits and on the death 
of cultured retinal ganglion cells. In the in vivo rabbit experiment, instillation of both isomers significantly lowered the IOP. In the in 
vitro cell experiment, the S-isomer alone inhibited tunicamycin- and glucose deprivation-induced cell damage. 
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ファミリー（MMP-1、2、3、9）や MMP 阻害タンパク質 





















細胞骨格調節薬である ethacrynic acid7)、cytochalasin B も












源であること、（2）皮膚 13)、肝臓 14)、心臓 15)、平滑筋 16)
の創傷治癒、線維化促進に寄与していることが報告されて
いる。さらに、角膜の実質細胞 17)、テノン嚢由来の線維芽
細胞 18)、網膜色素細胞 19)、硝子体のヒアロサイト 20)、線
維柱帯細胞 21)を用いた研究でも 3 次元コラーゲンゲル培
養法が広く利用されている。 
また、ウシ胎仔血清（fetal bovine serum：FBS）22) や形質
転換増殖因子（transforming growth factor：TGF）- β1、上皮
細胞増殖因子（epidermal growth factor：EGF）、血小板由来
増殖因子（platelet-derived growth factor：PDGF）-BB、塩基
性線維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth factor：bFGF）、
fibronectin および vitronectin といった多種の成長因子がコ
ラーゲンゲル収縮を促進する 23,24)。TGF-β1 が Rho-
associated protein kinase（Rho-associated kinase：ROCK） や


















縮抑制を示した cyclin 依存性 kinase（CDK）阻害薬である
roscovitine に着目した。すなわち、種々のストレス 28,29) に
対して発現上昇し、アポトーシスや興奮毒性 29-31)にも関わ
る CDK のアイソフォームである CDK2、CDK4 と CDK5
を roscovitine が阻害することが報告されている。そのため、
roscovitine が網膜神経節細胞死に対して保護効果をもたら




























Fig. 3 Effects of FBS and additive PDGF-BB on contraction 
of collagen gel containing pTM cells.  
A showed representative photographs of collagen gel stained 
by crystal violet after 48hours culture and effect of PDGF-BB on 
both concentration of FBS-stimulated collagen gel contraction 
and viable cells. Various concentrations of PDGF-BB solution 
were added and cultured on collagen gels in the presence of FBS 
at concentrations of 0.5%. B showed the areas of collagen gels 
were measured and data were shown as % of collagen gel’s area 
without FBS. Red columns were 0.5% FBS-stimulated 
contraction and blue columns were 2% FBS. Simbols, “-” or “+” 
were shown with or without FBS. Solid line was shown as cell 
viability (%). Data were the mean ± SE of triplicate. *P<0.05, 
***P<0.005 versus 0.5% FBS alone, #P<0.05, ###P<0.005 versus 
2% FBS alone. These results were cited from ref 33． 
 
0.5%の FBS 存在下、roscovitine は 10-5M 濃度で細胞毒性
を示さずコラーゲンゲル収縮を有意に抑制した（Fig.4）。








Fig. 4 Effects of roscovitine on collagen gel contraction 
induced by 0.5% and 2% FBS and viable cells.  
Various concentrations of roscovitine were added and cells were 
cultured on collagen gels in the presence of FBS at a 
concentration of 0.5% or 2%.The areas of collagen gels were 
measured and data were shown as % of collagen gel’s area 
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without FBS. Red columns were 0.5% FBS-stimulated 
contraction and blue columns were 2% FBS. Simbols, “-” or “+” 
indicated with or without FBS. Solid line was shown as cell 
viability (%). Data were the mean ± SE of triplicate. #P<0.05 
versus 2% FBS alone. These results were cited from ref 33． 
 
Table 1 には、今回用いた各種薬剤のコラーゲンゲル収










Table 1 ID50 and LD50 values for various inhibitors of 
collagen gel contraction by pMT cells.  
These results were cited from ref 33． 
 
 
３．正常ウサギを用いた roscovitine による眼圧 
下降作用 
 
4%のポリエチレングリコール 4000 水溶液で 0.1%に懸
濁させた roscovitine の両アイソマー溶液を 50 µL ずつ正常
なウサギの左眼に点眼し、僚眼である右眼には 4%のポリ
エチレングリコール 4000 水溶液を同量点眼し、眼圧を








Fig. 5 Effects of the S-isomer (A) and R-isomer (B) of 
roscovitine on intraocular pressure. 
Roscovitine S-isomer and R-isomer significantly lowered IOP at 
1, 2, 3 and 4 h after administration when compared to the control 
eyes. Data were shown as mean±SE (n = 6). *P < 0.05, and **P 
< 0.01 versus control (Paired t-test). These results were cited 
from ref 34． 
 
４．RGC-5 を用いた脱酸素・脱グルコース
（oxygen and glucose deprivation：OGD）ストレ
スに対する roscovitine の保護効果 
 
培養中のRGC-5から、グルコース不含の培地に置換し、
低酸素条件下（94%窒素-5%炭酸ガス-1% 酸素）で OGD ス
トレスを誘導した（低酸素化）。OGD ストレス誘導後、グ
ルコース含有の培地に再置換し、追加培養した（再酸素化）。
Roscovitine の両アイソマーは OGD ストレス誘導後に添加
した。細胞生存率は追加培養後に Hoechst33342 と PI を添
加し、染色された細胞数を計測し算出した。その結果、1µM
の S 体 roscovitine は細胞障害を有意に抑制した。しかし、








Fig. 6 Effects of the R-isomer and S-isomer of roscovitine on 
cell damage induced by oxygen–glucose deprivation (OGD) 
in RGC-5 cell cultures.  
A and C showed representative fluorescence microscopy image 
of Hoechst 33342 and PI staining (OGD for 4 h and reperfusion 
for 16 h later). B showed the roscovitine S-isomer had no effect 
at 0.01 or 0.1 µM on RGC-5 cell death induced by OGD, but 
showed a significant protective effect at 1 µM. D showed the 
roscovitine R-isomer had no effect at 0.01 or 0.1 µM on RGC-5 
cell death induced by OGD, but strongly promoted cell death at 
1 µM. Data were shown as mean ± SE (n = 6). ##P < 0.01 versus 
control (Student’s t-test or Welch’s t-test). *P < 0.05, and **P < 
0.01 versus vehicle plus OGD treated group (Dunnett’s test). 
Scale bar represented 50 µm. These results were cited from ref 
34． 
 
５．RGC-5 を用いた tunicamycin 誘導小胞体スト
レスに対する roscovitine の保護効果 
 
培養中の RGC-5 に tunicamycin を添加し小胞体ストレス
を誘導した。小胞体ストレスを誘導後、前述した OGD 誘
導ストレスの検討と同様、Hoechst33342 と PI を添加し染
色された細胞数を算出した。1 µM の S 体 roscovitine は細





Fig. 7 Effects of R-isomer and S-isomer of roscovitine on 
cell damage induced by tunicamycin in RGC-5 cell cultures. 
A and C Representative fluorescence microscopy image of 
Hoechst 33342 and PI stained cells (added 27 h after 
tunicamycin treatment). B showed the roscovitine S-isomer at 
0.01 or 0.1 µM had no effect on RGC-5 cell death induced by 
tunicamycin and showed a significant protective effect at 1 µM. 
D showed the roscovitine R-isomer at 0.01 or 0.1 µM had no 
effect on RGC-5 cell death induced by tunicamycin and 
strongly promoted cell death at 1 µM. Data were shown as 
mean ± SE (n = 6). ##P < 0.01 versus control (Student’s t-test 
or Welch’s t-test). *P < 0.05, and **P < 0.01 versus vehicle plus 
tunicamycin treated group (Dunnett’s test). Scale bar 














PKC 阻害薬（現在開発中止）や ROCK 阻害薬（2014 年本
邦で初めて承認、発売中）と同様、緑内障治療薬になりう
ることが大いに期待される。 




の神経保護作用を in vitro で検討したところ、S 体の
roscovitine は神経保護作用を示したが、R 体の roscovitine
は神経保護作用を示さなかった。 
Roscovitine が阻害する酵素、すなわち CDK は線維芽細






TGF-βや結合組織増殖因子（connective tissue growth factor ：
CTGF）等の線維化を促進する因子の活性化が報告されて
いる 38),39)。内因性の CDK 阻害物質は CDK1、CDK2、CDK4
その他 kinase を阻害する。緑内障患者の SNP 解析より、
p16INK4a および p14ARF をエンコードする遺伝子の
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A（CDKN2A）および
p15INK4b をエンコードする遺伝子 CDKN2B に変異が起
きていることが報告されている 40)。すなわち、緑内障に罹






roscovitine が CDK の活性化を阻害することで、コラーゲ
ン産生量を減らし、眼圧を下降させる可能性が示唆された。 
CDK のアイソフォームである CDK2、CDK4 および
CDK5 が虚血状態にて神経細胞死を誘導することが報告
されている 41)。今回の研究より、S 体の roscovitine がこれ
ら CDK アイソフォームを阻害し、保護作用を示したと考
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１０．特記事項 
 
本総説は岐阜薬科大学博士論文（甲第 154 号）の内容を
中心にまとめたものである。 
